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ABSTRACT: 

Bifunctional hapten derivatives of the formula I < IMAGE > in which A is a 
hapten component and X is a bifunctional linker of the formula II <IMAGE> in 
which the indices m are, independently of one another, 0 or 1, B is (CH2)n' 
with n' as integer from 1 to 4 or CO(CH2)n' ■ with n» ■ as integer from 2 to 4, 
the radicals Y are, independently of one another, CONH, NHCO, OOC, COO, 0, S 
or NR where R is hydrogen or an aliphatic radical, n is an integer from 1 to 
10 and Z is an organic radical with one or more hydrophilic atoms, are vused in 
a method for determining haptens. 



Europe isches Patentamt 
® 0))l EUr ° Q6anPatentOfflCe .© Verftffentlichungsnummer: 0 1 83 901 

Office europeen des brevets A2 



© EUROPAISCHE PATENTANMELDUIMG 

© Anmeldenummer: 85105814.9 ©lnt.CI. 4 :G 01 N 33/531 

~ G 01 N 33/78, G 01 N 33/546 

@ Anmeldetag: 11.05.85 



© Prioritat: 27.11.84 US 675374 


@ Erfinder: Grenner, Gerd, Dr. 
Hohenwag 72 


© VeroffentlichungstagderAnmeldung: 


D-3550 Marburg(DE) 


11.06.86 Patentblatt 86/24 


© Erfinder: Kapmeyer, Wolfgang, Dr. 


© BenannteVertragsstaaten: 


Reinhardswaldstrasse 5 


D-3550 Marburg 7(DE) 


AT BE CH DE FR GB IT LI LU NL SE 


@ Anmelder: BEHRINGWERKE Aktiengesellschaft 


@ Erfinder: Primes, Kathleen Jelich 


Vaidina Way 4823 


Postfach1140 


San Diego California 92124(US) 


D-3550 Marburg 1(DE) 


@ Erfinder: Sigler, Gerald Francis 


© Anmelder: AMERICAN HOECH ST CORPORATION 


Seri Street 4126 


Route 202-206 North 


San Diego California 921 17(US> 


Somervilie, N.J. 08876{US) 


© Vertreter: Becker, Helnrich Karl Engelbert, Dr. et al. 






HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT Central Patent 




Department P.O. Box 80 03 20 




D-6230 Frankfurt am Main 80(DE) 



© Brfunktionelle Haptene, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 



(g) Es werden zweiwertfge Hapten derivate der Forme! I 

A-X-A I 

worin A eine Haptenkomponente und X ein bifunktionelles 
Bruckenglied der Formel II 

(B) m -Y-{CH ? ) n -Z-(CH ? ) n -Y-<B) m II 

bedeuten, worin die Indices m unabhangig voneinander 0 
N odar 1 sind, B (CH 2 )„' mil n' als ganze Zahl von 1 bis 4 oder 
^ COtCH,),,* mit n" ais ganze Zahl von 2 bis 4, die Reste Y 

unabhfingig voneinander CONH, NHCO, OOC. COO, 0. S 
^ oder NR, wobel R fur Wasserstoff oder einen aliphatischen 
O Rest stent, n eine ganze Zahl von 1 bis 10 und Z einen 

organischen Rest mit einem oder mehreren hydrophilen 
• Atomen darstellen, ein Verfahren zu ihrer Herstellung sowie 
jjj ein. Verfahren zur Haptenbestimmung mittels eines solchen 
2 Derivats. deschrieben. 

o 



Croydon Printing Company Ltd. 



1 - 

BEHRINGWERKE ARTIENGSSEI;LSCHAFT HOE 84/B 7 5 l n for 0 WUsd 
AMERICAN HOECHST "CORPORATION U 1 ^3 ^OT 



Bifunktionelle Haptene, Verfahren zu ihrer Herstellung 
und ihre Verwendung 



Die Erf indung betrifft ein bifunktionelles Haptenderivat 
der Formel A-X-A, in welchem zwei Haptenkomponenten fiber 
ein bifunktionelles Bruckenglied gekoppelt sind, und 
worin A eine Haptenkomponente und X ein bifunktionelles 
5 Bruckenglied bedeuten, ein Verfahren zu seiner Herstel- 
lung sowie seine Verwendung in einem immunologischen 
Nachweisverf ahren . 

Ein Hapten laBt sich als eine chemische Verbindung be- 

10 grenzten Molekulargewichts (iiblicherweise unter 1000) 
definieren f die in einem Tier keine Antikorperbildung 
auslost. Im Fall kovalenter Bindung an einen hochmole- 
kularen antigenen Trager kann das entstandene Hapten/ 
Tragerkon jugat jedoch im Wirtstier die Bildung von 

15 Antikorpern auslosen, welche das Hapten erkennen. Es 
gibt zahlreiche Beispiele fur Haptene, gegen die in 
dieser Weise Antikorper produziert wurden r einschliefi- 
lich Stoffklassen wie Arzneimittel f Aminosauren und 
Stof fwechselprodukte, kleine Peptide, Steroide und aro- 

20 matische Reste wie die Dinitrophenylgruppe. Typische 

Trager sind groBe polyf unktionale Molekiile wie Proteine, 
die fur das Wirtstier fremd sind. Die Herstellungsmetho- 
den fiir Hapten/Tragerkon jugate sind dem Stand der Tech- 
nik wohlbekannt und zusammengef aflt worden von B.F. 

25 Erlanger in Methods in Enzymology 70 , 84 (1980). 
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Ein bifunktionelles Hapten laGt sich als Untergruppe von 
Hapten/Tragerkonjugaten betrachten. Der Trager ist uber 
zwei funktionelle Gruppen kovalent an die Haptene gebun- 
den. Die beiden Punktionen konnen verschieden sein, sind 
aber im allgemeinen gleich. Das Tragermolekul kann ein 
beliebiges Molekulargewicht und eine beliebige Molekul- 
gestalt aufweisen. 

Die hier beschriebenen Trager haben primar die Aufgabe, 
die beiden Haptenkomponenten durch ein chemisches 
Bruckenglied zu trennen. Dank ihres zweiwertigen Charak- 
ters konnen sie zwei Antikorpermolekiile binden, die auf 
das Hapten ansprechende Bindungsstellen (Epitope) besit- 
zen, wodurch sie sich von freiem Hapten unterscheiden . 

Das Konzept zweiwer tiger Haptene zur Uberbruckung be- 
nachbarter AntikSrpermolekule wurde fur eine Reihe 2,4- 
dinitrophenylierter Polymethylendiamine untersucht (J. 
Molecular Biol., 27, 615, 1967). Es wurde gefunden, daB 
ein Bruckenglied mit einer Mindestlange von acht Kohlen- 
stoffatomen eine Oberbruckung der Antikorper ermoglichte. 
Es zeigte sich jedoch, dafl die Wasserloslichkeit der 
beschriebenen Bruckenglieder sehr schlecht war. Ein in 
Wasser besser losliches zweiwertiges Haptensystem ist 
erforderlich und erwunscht. 

Gegenstand dieser Erfindung ist ein bifunktionelles 
Haptender i va t . 

Insbesondere ist Gegenstand dieser Erfindung ein Deri- 
vat, das aus zwei uber ein bifunktionelles Bruckenglied 
verbundenen Haptenkomponenten besteht, wodurch das Deri- 
vat der Formel I 



A-X-A 



I 
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entspricht, worin A eine Haptenkomponente und X ein 
bifunktionelles Bruckenglied der Formel II 

(B) m -Y-(CH2)n-Z-(CH 2 )n-Y-(B) in II 

5 

bedeuten, worin die Indices m unabhangig voneinander 0 
oder 1 sind, B <CH 2 ) n ' mit n' als gan2e Zahl von 1 bis 
4 oder C0(CH 2 ) n " mit n " als ganze Zahl von 2 bis 4, die 
Reste Y unabhangig voneinander C0NH f NHCO, 00C, COO, O, 
10 S oder NR r wobei R fur Wasserstoff oder einen alipha- 
tischen Rest steht, n eine ganze Zahl von 1 bis 10 und z 
einen organischen Rest mit einem oder mehreren hydrophi- 
len Atomen darstellen. 

15 X ist vor allem eine synthetische chemische Verbindung* 

Vorzugsweise ist, R Wasserstoff oder ein aliphatischer 
Kohlenwasserstoff rest mit bis zu io C-Atomen, besonders 
Alkyl mit bis zu 6 C-Atomen. 

20 

Z ist ein organischer Rest, der den immunologischen 
Nachweis von A mit einem gegeh A gerichteten Antikorper 
nicht unmoglich macht. 

25 Die beschriebenen Verbindungen stellen eine neue Klasse 
zweiwertiger Haptene dar, in denen der Trager (hier ein- 
fach als bifunktionelles Bruckenglied bezeichnet) ein 
homobifunktionelles f vorwiegend lineares, organisches 
Molekul ist r in dem ein oder' mehrere Kohlenstof f atome 

30 durch Heteroatome ersetzt sind. Beispiele fur bevorzugte 
Heteroatome sind Sauerstoff und Stickstoff . Der Einbau 
dieser Heteroatome verleiht den Haptenkon jugaten eine 
deutlich erhohte Loslichkeit in Wasser gegenuber Analo- 
gen f bei denen diese fehlen. Bei hydrophoben Haptenen 

35 ermoglicht diese loslich machende Eigenschaft des 

Briickenglieds eine Zubereitung der zweiwertigen Haptene 
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10 



in wSssrigen Puffern, die zur Bindung von AntikSrpern 
geeignet ist. 

Haptene lassen sich mit dem bifunktionellen BrOckenglied 
Qber verschiedene kovalente Bindungen kuppeln, doch 
besteht eine besonder 8 bevorzugte Methode in der Her- 
stellung einer Amidbindung. Dazu muB das Hapten entweder 
eine Carboxylfunktion enthalten oder leicht in diese 
urowandelbar sein. Bin Beispiel fur ein geeignetes, eine 
Carboxylfunktion enthaltendes Hapten ist L-Thyroxin. 2u 
Haptenen, in die sich eine Carboxylgruppe einfuhren 
lSBt, gehoren beispielsweise Theophyllin, Phenytoin und 
Phenobarbital. 

15 In den Fallen, wo das zu kuppelnde Hapten keine Carboxyl- 
funktion enthalt, ISflt sich diese nach verschiedenen , 
dem Pachmann bekannten Methoden einfQhren. Zum Beispiel 
kann roan Haptene, die eine nukleophile Funktion wie sie 
Amine, Alkohole oder Thiole enthalten, mit einer Halogen- 

20 alkylcarbonsiure alkylieren oder mit Bernsteinsaurean- 
hydrid zu einem Halbsuccinat umsetzen. 

Wenn Aminfunktionen oder sonstige reaktive Gruppen im 
Hapten vorhanden sind, wie im Fall der Aminosauren, so 

25 mussen diese durch eine Schutzgruppe maskiert werden, 
bevor eine Kondensation mit einem bifunktionellen Dia- 
minbruckenglied unternommen wird. Die Schutzgruppen 
konnen unter alien im Stand der Technik wohlbekannten 
ausgewahlt werden, solange ihre spStere Entfernung nach 

30 der Konjugation das zweiwertige Hapten unversehrt laflt. 
Zu den geeigneten Schutzgruppen zShlen t-Butoxycarbonyl , 
Benzyloxycarbonyl und Trifluoracetyl. Geeignete Maskier- 
methoden sind im Stand der Technik wohlbekannt. 

35 Das bifunktionelle Bruckenglied hat eine solche LSnge, 
dafl sterische Wechselwirkungen in der Reaktion mit Anti- 
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korperteilchen so gering wie moglich werden. Zudem wahlt 
man das bif unktionelle Bruckenglied so aus, dafl es 
Eigenschaf ten aufweist, die dem zweiwertigen Konjugat 
Wasserloslichkeit verleihen, zum Beispiel durch Einbau 
5 hydrophiler Atome wie Stickstoff oder Sauerstoff . Des- 
halb wahlt man als Komponente Z des bifunktionellen 
Bruckenglieds eine Gruppe wie -O(CH 2 )4-0-, piperaz- 
1,4-diyl (1,4-disubstituiertes Piperazin) oder 
-NH-(CH 2 )4-NH-, urn dem Konjugat Wasserloslichkeit zu 
10 verleihen. Mit diesera Merkmal besitzen die beschriebenen 
Verbindungen einen Vorteil vor denen dem Stand der Tech- 
nik bekannten ( J.Mol.Biol. , 27 615, 1967). Es ist zwar 
fur die Erfindung nicht erf orderlich, dafl das bif unktio- 
nelle Bruckenglied symmetrisch ist, doch sind solche 
15 bequemer zu synthetisieren . Geeignete bif unktionelle 
Bruckenglieder sind leicht nach dem Stand der Technik 
wohlbekannten Methoden synthetisierbar und groBenteils 
im Handel erhaltlich. 

20 Die Kupplung eines Haptencarboxylats mit einem bifunk- 
tionellen Diaminbruckenglied erfolgt durch Voraktivie- 
rung der Carbonsauregruppe nach verschiedenen, zur 
Bildung von Amidbindungen im Stand der Technik wohlbe- 
kannten Methoden. Dazu gehort die Verwendung von Konden- 

25 sationsmitteln wie Carbodiimiden oder Carbonyldiimidazol 
sowie die tlberfuhrung der Carboxygruppe in ein Anhydrid, 
Saurechlorid oder einen aktiven Ester. Eine ungewohn- 
liche aktivierte Carboxylfunktion des Theophyllins ist 
das cyclische Lactam des 8-Buttersaur.ederivats (Beispiel 

30 5). 

Die Kupplung des aktivierten Haptencarboxylats an das 
bif unktionelle Diaminbruckenglied erfolgt bei einem 
MindestmolverhSltnis von 2 Haptenen pro bif unktionelles 
35 Bruckenglied und vorzugsweise mit einem maBigen tlber- 
schufi der Haptenkomponente , urn eine vollstandige Reak- 
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tion zu erzielen. Zum Kuppeln lassen sich verschiedene 
Losungsmittel einsetzen. Besonders bevorzugt sind L6- 
sungsmittel des dipolaren aprotischen Typs wie Dimethyl- 
formamid oder Dimethylsulf oxyd . 

5 

Das fertige Reaktionsgemisch besteht im allgemeinen 
ausschlieBlich aus zweiwertigem Haptenkon jugat und 
uberschussigem aktivierten Haptencarboxylat . Die Gewi- 
nung des zweiwertigen Haptens erfolgt im allgemeinen 
10 durch selektive Ausfallung oder Kristallisation . In 
schwierigeren Fallen kann es zweckmaBig sein, chroma - 
tographische Methoden wie Kieselgelchrornatographie 
anzuwenden. 

15 Es ist anzunehmen f daB solche zweiwertigen Haptene zur 
Aff initatsreinigung polyklonaler AntikSrpergemische 
dienen konen. Typischerweise enthalt ein polyklonales 
Antikorpergemisch nur einen kleinen Anteil Molekule, die 
sich spezifisch mit dem inter ess ierenden Hapten binden. 

20 Um diese Fraktion zu isolieren, kann man einen immobili- 
siertes Hapten enthaltenden Af f initatstrager herstellen. 
Die Herstellung splcher Trager ist haufig kompliziert, 
und ihre Leistung hangt von Variablen ab f die nicht 
leicht zu optimieren sind, wie die Haptenbeladung und die 

25 Lange der das Hapten mit der festen Matrix verbindenden 
"Leine". Eine Obersicht der Methode und der dabei auf- 
tretenden Probleme in der Aff initatsreinigung von Anti- 
korpern an einer festen Phase wurden in Immunoadsorbents 
in Protein. Purification, Herausgeber E. Ruoslahti f Uni- 

30 versity Press, Baltimore? Seite 18 (1976) gegeben. 

Stattdessen kann man kleine ISsliche Komplexe zwischen 
zweiwertigen Haptenen und spezif ischen Antikorpern sich 
bilden lassen, worauf sich die Trennung von fremden 
Antikorpern nach dem Fachmann wohlbekannten Molekular- 

35 siebmethoden erreichen ISBt. Nach Saulentrennung werden 
die Komplexe gemSB dem Stand der Technik wohlbekannten 
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Methoden wie Behandlung mit chaotropen Salzen oder An 
sauern gespalten. Den freien gereinigten Antikorper 
erhalt man dann durch eine zweite Gelf iltration. 

5 Man kann sich vorstellen, daS eine solche Arbeitsweise 
wie folgt ablauft: 

10 mg polykonales Immunoglobulin G bekannten Titers in 
phosphatgepuf f erter Kochsalzosung (PBS), pH 7,4 , werden 

10 auf eine Konzentration von 1-10 mg/ml eingestellt und 
mit einem geringen OberschuB zweiwertigem Hapten behan- 
delt. Nach 30-60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur 
gibt man das Gemisch auf eine mit PBS equilibrierte 
Saule mit 200 ml Sephadex G-200 Gel. Diese Saule wird 

15 mit PBS eluiert, wobei man 1-5 ml-Fraktionen sammelt. 
Die Komplexe (MG gleich oder grofler 300 000) werden vom 
Gel ausgeschlossen und erscheinen, wenn das "Void-Volume" 
(V 0 ) der Saule an Flussigkeit durchgelauf en ist, wahrend 
die unspezif ischen Antikorper spater als Peak auftreten. 

20 Die Peakfraktionen werden mittels der Extinktion bei 280 
nm lokalisiert und vereinigt. Die Komplexe werden durch 
5-10 minutige Behandlung mit demselben Volumen 3-molarem 
Kaliumthiocyanat oder 1-molarer PropionsSure gespalten 
und dann zur Entfernung von Salzen und freiem zweiwer- 

25 tigem Hapten gelf iltriert . 

Die erf indungsgemaBen zweiwertigen Haptenderivate lasen 
sich auch fflr turbidimetrische Arzneimittelgehaltsbe- 
• stimmungen verwenden. In neuerer Zeit ist namlich eine 

30 klinische Testmethode oder Diagnose in den Vordergrund 
getreten f bei welcher der pathologische Zustand oder 
die pathologische Prognose eines Patienten beurteilt oder 
die Arzneimitteldosis, die an den Patenten verabreicht 
werden soil, in der Weise bestimmt wird, daB der Gehalt 

35 des Urins oder des Blutes an einer physiologisch aktiven 
Substanz mit niederem Molekulargewicht gemessen wird> 
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die in seinem KSrper als Hapten und/oder seine Metaboli- 
ten oder als ein an den Patienten verabreichtes Arznei- 
mittel und/oder seine Metaboliten vorliegt. Zu messende 
Haptene sind beispielsweise Schilddrusen-Hormone wie 
5 T 3 und T4. Zu messende Arzneimittel sind vor allem fol- 
gende: Arzneimittel, deren Dosis moglichst genau ermit- 
telt werden sollte, und deren Wirkungen eine Beziehung 
zu ihrer Konzentration in dem Blut oder Urin aufweisen, 
beispielsweise Digitaliszubereitungen r Antibiotika wie 
10 Tetracycline psychotrope Mittel wie Amphetamin, Narko- 
tika wie Morphin f Blutkoagulationsmittel sowie Anti- 
koagulationsmittel, insbesondere aber Theophyllin und 
Phenobarbital . 

15 Unter dem Begriff Hapten soli in diesem Zusammenhang 

eine physiologisch aktive Substanz mit niederem Moleku- 
largewicht verstanden werden , die in dem menschlichen 
KSrper vorliegt, sowie ihre Matabolite, oder ein Arz- 
neimittel, das an den menschlichen KSrper verabreicht 

20 wird sowie seine Metabolite, wobei eine derartige 

Substanz allein nicht in der Lage ist, einen Antikorper 
zu erzeugen, aber dann r wenn sie an eine Tragersubstanz 
gebunden ist, die selbst ein Antigen ist, wie ein Pro- 
tein, Polysaccharid oder Glycoprotein, einen Antikorper 

25 zu erzeugen vermag. 

Gewohnlich treten die Haptene in Spurenmengen auf , wobei 
sie als komplexgebundene oder konjugierte Formen in Blut 
oder Urin mit komplizierter Zusammensetzung vorliegen. 
30 Daher sind die Verfahren zu ihrer Ermittlung und Messung 
auf wend ig und zeitraubend. 

Urn diese Haptene zu messen, kann man sich verschiedener 
Methoden bedienen, undzwar physikalisch-chemischer oder 
35 immunchemischer Verfahren oder konkurrierender Protein- 
bindeverf ahren . 
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Immunchemische Verfahren sind mittlerweile beziiglich 
der Reaktionsspezif itat und der Meflempf indlichkeit den 
physikalisch-chemischen Verfahren tiberlegen. Derzeit 
sind zahlreiche immunchemische Methoden zur Messung von 
5 Haptenspuren im menschlichen Korper bekannt, beispiels- 
weise Agglutinationshemmungsverfahren, der Radioimmuno- 
assay (nachfolgend als RIA abgekurzt) sowie der Enzym- 
immunoassay (nachfolgend als EIA bezeichnet). Bei einem 
bekannten EIA-Verf ahren werden mit einem Antikorper zu 
10 dem zu messenden Hapten sensibilisierte Teilcheh und ein 
Kopplungsprodukt des Haptens mit einer Tragersubstanz 
verwendet (DE-OS 21 55 658). 

Bei der Durchfuhrung eines Agglutinationshemmungsver- 
15 fahrens kann ein Kopplungsprodukt aus dem zu messenden 
Hapten und einer Tragersubstanz wie einem Protein , einem 
Poiysaccharid oder einem Glycoprotein mit hohem Moleku- 
largewicht gebunden an feste Teilchen, zum Beispiel 
Blutzellen oder Latexteilchen, als antigene Komponente 
20 verwendet werden. Ein Antikorper zu dem zu messenden 

Hapten wird aus einem Antiserum erhalten, das aus Sauge- 
tieren gewonnen wird f beispielsweise Meerschweinchen r 
Kaninchen oder Schafen f die ebenfalls mit einem Kopp- 
lungsprodukt aus dem Hapten und einer Tragersubstanz 
25 immunisiert worden sind. 

Wird der Antikorper mit den Teilchen, an welche das Hap- 
tentragerkon jugat gekoppelt ist f vermischt, dann erfolgt 
eine Agglutinationsreaktion zwischen diesen zwei Kompo- 

30 nenten. Die Agglutinierungsreaktion wird inhibiert, wenn 
die Probe das zu messende Hapten enthSlt. Dies ist ein. 
einf aches Verfahren, das in der Lage ist r das in Form 
eines Komplexes oder Konjugates in Blut oder Urin vor- 
liegende Hapten zu messen, ohne daB dabei komplizierte 

35 Verfahrensmaflnahmen wie eine Hydrolyse oder Chromatogra- 
phie erf order lich sind. Die Empf indlichkeit betragt 
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ungefShr 100 ml, und zwar auch dann f wenn Blutzellen 
als Teilchen verwendet werden. Da aber die meisten Hap- 
tene, deren Messung im menschlichen Korper von Interesse 
ist, in einer Menge zwischen 500 pg/ml und 50 ng/ml 
5 vorliegen, mtissen sie konzentriert werden. 

Eine weitere Aufgabe der Erf indung ist daher die Schaf- 
fung eines neuen immunchemischen HaptenmeBverf ahrens 
mittels Agglutinationshemmung, das eine hShere Mefiero- 
10 pf indlichkeit als die bekannten Methoden aufweist. 

Diese Aufgabe wird gelSst mit einem Verfahren zur immun- 
chemischen Messung eines Haptens mittels Agglutinations- 
hemmung, dadurch gekennzeichnet , da B mit einem gegen das 

15 zu messende Hapten gerichteten AntikSrper sensibilisierte 
Teilchen, eine niedermolekulare, die Haptengruppe zwei- 
fach enthaltende Verbindung und die das zu messende Hap- 
ten enthaltende Flussigkeit zusammengebracht und aus der 
durch das Hapten verursachten Turbiditatsverringerung 

20 die Menge des Haptens bestimmt wird. 

Es ist Stand der Technik r daB bei einer Agglutinations- 
hemmungsmethode (Patentschrif t DE 27 43 445) mit einem 
AntikSrper zu dem zu bestimmenden Hapten sensibilisierte 
25 Teilchen verwendet werden sowie ein mit einem Trager 
gekoppeltes Hapten. 

Zur Durchfiihrung des erf indungsgemafien Bestimmungsver- 
fahrens wird gewShnlich ein bestimmtes Volumen der K5r- 
30 perf lussigkeit oder des Exkretes, welche oder welches 
das zu messende Hapten enthSlt, direkt oder auf ver- 
schiedene Konzentrationen verdiinnt, in die Reaktion mit 
einem gegebenen Volumen einer mit dem AntikSrper sensi- 
bilisierten Teilchensuspension eingesetzt. 
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Dann wird ein qegebenes Volumen des bif unktionellen 
Haptens ( "Di-Haptens" ) dieser Reaktionsmischung zuge- 
setzt. Nach einer bestimmten Reaktionszeitspanne wird 
eine nephelometrische oder turbidimetrische Messung 
5 durchgefiihrt . Die Auswertung erfolgt anhand einer 
Ref erenzkurve. 

Die Antikorper zu dem Hapten werden in bekannter Weise 
wie folgt erhalten: Ein Hapten wird an eine Tragersub- 

10 stanz gekoppelt. Ein Antiserum wird aus einem Tier 

erhalten, das nach einer Routinemethode mit dem mit dem 
Trager gekoppelten Hapten als Antigen immunisiert worden 
ist. Die Antikorper zu dem Hapten werden in der Weise 
gewonnen, daB durch Absorption die anderen Antikorper, 

15 das heiBt die gegen den Trager oder gegen die Bihdungs- 
stelle zwischen dem Trager und dem Hapten gerichteten 
Antikorper entfernt werden. Als Tragersubstanzen kann 
man viele Mater ialien verwenden. Gute Ergebnisse werden 
erhalten, wenn die Tragersubstanzen eine hohe Antigen- 

20 wirkung aufweisen beispielsweise Keyhole Limpet Hemo- 
cyanin. 

Als zu sensibilisierende Teilchen sind feinteilige 
Trager, wie sie normalerweise zur Durchfiihrung in immmu- 
25 chemischen Agglutinationsreaktionen oder Agglutinations- 
hemmungsreaktionen eingesetzt werden wie hochmolekularer 
Latex zu verwenden. 

Zur Sensibilisierung von Latexteilchen kann der Anti- 
30 korper zu dem nach den vorstehend beschriebenen Methoden 
erhaltenen Hapten nach dem Verfahren der europaischen 
Patentanmeldung 0080614.(08? 4,448,908 und Certificate 
of Correction) kovalent an die Teilchen gebunden werden. 

35 Das zur Erzeugung eines Antikorpers zu dem Hapten ein- 
gesetzte mit einem Trager gekoppelte Hapten sowie das 
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als sogenannter "Developer" im Meflverfahren verwendete 
eingesetzte Dihapten k5nnen an der Kopplungsstelle 
zwischen der TrSgersubstanz und dem Hapten voneinander 
verschieden sein* 

5 

Mit dem erf indungsgemaflen Verfahren meflbare Haptene sind 
beispielsweise die Arzneimittel Theophyllin, Phenobarbi- 
tal r Diphenylhydantoin, Digoxin, Primidon, Valproinsaure, 
Carbamazepin, Gentamycin, Tobramycin oder Kanamycin. 

10 

Weitere solche Haptene sind zum Beispiel Schilddrusen- 
hormone wie T3 und T4. 

Im Vergleich zu der herkommlichen Methode bietet die 
15 Erfindung eine aufiergewohlich hohe MeBempf indlichkeit . 

Im erf indungsgemSflen Verfahren sind nur kleine Mengen an 
dem Antikorper zu dem Hapten und dem Dihapten erfoder- 
lich. Beispielsweise kann der Verbrauch an dem Dihapten 
20 Di-Theophyllin auf ungefahr 1/100 bis 1/1000 der Menge 
herabgesetzt werden f die in der herkommlichen Methode 
erforderlich ist. 

Nach der in DE 27 43 445 C2 beschriebenen Methode zur 
25 Messung von Haptenen durch Agglutinationshemmung wird 
ein Hapten , gekoppelt an einen Trager, verwendet. Wie 
dort beschrieben f lafit sich die MeSempf indlichkeit noch 
weiter erhohen, wenn das Haptentragerkon jugat an feine 
Teilchen gebunden ist. 

30 

Wir haben fiberraschenderweise gefunden, daB sich ein 
dimeres Haptenderivat besser fur eine nephelometrische 
Messung eignet als ein Hapten-Trager-Kon jugat . 

35 Die Vorteile des dimeren Haptenderivates liegen darin, 
daB die Messung empf indlicher ist und in kurzerer Zeit 
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durchgeftthrt werden kanru Bin weiterer groBere Vorteil 
liegt darin, daB die aufwendige Synthese eines Hapten- 
Trager-Konjugates wie zum Beispiel eines Hapten-Apo 
f err ins oder Hapten-Albumin-Kon jugates entfallt. Wie 
5 dem Fachmann gelaufig ist, sind die genannten Protein- 
Hapten-Kon jugate aufgrund von Nebenrea.ktionen nur mit 
mafliger Ausbeute herzustellen und die Qualitat schwankt. 
Diese Derivate sind sehr heterogen in Bezug auf Moleku- 
largewicht (Protein-Protein-Vernetzung) und Menge der 

10 Beiadung mit Hapten. Die Herstellung der dimeren Hap- 
tender ivate ist einfach und kostengunstig. Da keine 
unkontrollierten Nebenreaktionen auftreten konnen, ist 
die Qualitatskonstanz gewahrleistet und sicher mit Hilfe 
analytischer Daten (massenspektroskopische Analyse, C-H- 

15 N-Analyse, Infrarot- oder Kernresonanzspektrum) uberpruf- 
bar . 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung, 
ohne jedoch diese irgendwie einzuschranken . 

20 

Beispiel 1 

Theophyllin-8-buttersaure 

25 

Man. erhitzt 25 g Diaminodimethyluracilhydrat und 50 g 
Glutarsaureanhydrid 3 Stunden lang in 250 ml Dimethyl- 
anilin unter RiickfluB. Dann kuhlt man ab und gibt das 
Gemisch zu 1,5 Litem Wasser und 50 ml konzentrierter 
30 Natronlauge. Die so erhaltene Losung wird zur Entfernung 
des Dimethylanilins mit 300 ml Ether extrahiert. Die 
wassrige Schicht verdunnt man mit 1,5 Litem Wasser und 
leitet sie dann durch eine Saule mit 1,5 Litem Dowex- 
2-Anionenaustauscherharz in der Formiatform. Die Saule 
5 wird mit 6 Litem Wasser und dann 4 Litem 0,2 molar er 
Ameisensaure in einem l:l-Gemisch aus Wasser und Aceton 
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eluiert. Die produkthaltigen Eluate werden vereinigt und 
bei vermindertem Druck zu einem Kristallbrei einge- 
dampf t . 

Man sammelt.die Kristalle, wSscht nit kaltem Wasser und 
kristallisiert aus heiBem Isopropanol um, wobei man 20 g 
Theophyllin-8-buttersaure erhSlt . 



10 



Beispiel 2 

Bis-< theophyllin-8-butyryl ) -1 , 6-hexandiamid 



Man 16st 1 g Theophyllin-8-buttersaure in 10 ml Dimethyl- 
formamid, gibt 0,89 ml Tributylamin dazu und kuhlt die 
15 Losung auf 5»C. Dann setzt man 0,48 ml Chlorameisensaure- 
isobutylester zu, ruhrt 10 Minuten lang und versetzt mit 
0,2 g in 10 ml Dimethylformamid gelSstem und auf 5°C 
gekuhltem Hexandiamin. Das Reaktionsgemisch wird 30 Mi- 
nuten lang bei 0-5 e C gerfihrt. Dabei bildet sich ein 
schwerer gelatinSser Niederschlag, der abfiltriert und 
mit Dimethylformamid gewaschen wird. Nach Trocknen des 
Produkts im Vakuum erhSlt man 0,75 g Bis-(theophyllin- 
8-butyryl ) -1 , 6-hexandiamid . 



20 



25 



30 



Beispiel 3 

Bis-(theophyllin-8-butyryl)-4,9-dioxa-l,12-dodecandiamid 



Die Synthese wird wie in Beispiel 2 unter Ersatz des 
l f 6-Hexandiamins durch 0,4 ml 4 ^-Dioxa-l^-dodecandi- 
amin durchgefuhrt. Das Reaktionsgemisch, eine Losung, 
wird unter Ruhren in 500 ml EthylSther gegossen. Nach 
Kuhlung fiber Nacht (ungefahr 16 Stunden) filtriert man 
35 die Suspension. Der rohe Feststoff wird aus Methanol 

umkristallisiert, was 0,45 g Bis-Uheophyllin-8-butyryl)- 
4,9-dioxa-l,12-dodecandiamid ergibt. 
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Beispiel 4 

Loslichkeitsvergleich der Bis-( theophyllin-8-butyryl )- 
5 diamide 

Die Bis-(theophyllin-8-butyryl)-diamide des 1,6-hexan- 
diamins bzw. 4, 9-dioxa-l,12-dodecandiamins (Beispiel 2 
bzw. 3) werden jeweils in Dimethylsulf oxyd gelost. Das 

10 4,9-Dioxa-l,12-dodecandiamid lost sich leicht bei Raum- 
temperatur zu einer Losung von 10 mg/0,5 ml. Beim Ver- 
dunnen dieser Losung mit 2 ml 50-millimolarem wassrigen 
Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) erhalt man eine klare 
stabile Losung. Dagegen erfordert das 1, 6-Hexandiamid 

15 Erhitzen, urn eine Losung von 10 mg in 2 ml Dimethyl- 
sulf oxyd zu erhalten, und beim Verdunnen dieser Losung 
mit einem zweifachen Volumen Phosphatpuf f er von pH 7,5 
beobachtet man eine sofortige umf angreiche Ausfallung 
des zweiwertigen Haptens. 

20 

Beispiel 5 

Theophyllin-8-buttersaurelactam 

25 

Man lost 24 g Theophyllin-8-buttersaure (Beispiel 1) 
unter Erhitzen in 500 ml Essigsaureanhydrid . Nach 30 
Minuten Erhitzen unter RuckfluB filtriert man das Ge- 
misch durch ein vorgeheiztes Filter. Das Produkt 
30 kristallisiert beim Abkuhlen, wird gesammelt, mit Ether 
und Hexan gewaschen und bei 50 °C im Vakuum getrocknet, 
was 20 g Theophyllin-8-buttersaurelactam ergibt. 
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Beispiel 6 

Bis-(theophyllin-8-butyryl)-N,N-bis-3-aminopropylpipera- 
zin-diamid 

5 

Man suspendiert 0,5 g Theophyllin-8-buttersaurelactam 
(Beispiel 5) in 5 ml Dimethylf ormamid . Dazu gibt man 
unter Ruhr en 0,2 ml Bis-(3-aminopropyl)-piperazin und 

10 0,48 ml Tributylamin . Dies ergibt zunachst eine Losung, 
aber nach 15 Minuten bildet sich ein schwerer gelatino- 
ser Niederschlag. Das Reaktionsgemisch wird mit 5 ml 
Dimethylf ormamid verdunnt und uber Nacht geruhrt. Nach 
Abfiltrieren des Niederschlags , Waschen mit Dimethylf or- 

15 mamid und Trocknen erhalt man 0,6 g Bis-(theophyllin-8- 
butyryl)-N,N-bis-3-aminopropylpiperazin. 

Beispiel 7 

20 

Phenobarbital-N-propionsaure 

Man gibt 93 g Phenobarbital und 74 g 3-Brompropionsaure 
in 200 ml Wasser. Unter Durchmischen setzt man dann 48 g 

25 Natriumhydroxyd zu. Man erhitzt unter gelegentlichem 
Uroschwenken l f 5 Stunden lang auf einem Dampfbad. Dann 
gibt man weitere 16 g Natriumhydroxyd zu und erhitzt 
weitere l r 5 Stunden. Die Losung wird mit Wasser auf 1,6 
Liter verdunnt und mit konzentrierter Salzsaure auf pH 

30 6,5 gestellt. Dabei bildet sich ein Niederschlag aus 
nicht umgesetztem Phenobarbital. Zur weitgehenden Ent- 
fernung des Phenobarbitals wird das Gemisch mit dreimal 
je 400 ml Essigester extrahiert. Die verbleibende wassri- 
ge Losung stellt man mit konzentrierter SalzsSure auf pH 

35 4,5, was eine milchige Suspension liefert. Diese wird 
mit zweimal 400 ml Essigester extrahiert. Den vereinig- 
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ten produkthaltigen Extrakt wascht man mit Wasser und 
gesattigter Kochsalzlosung. Der Extrakt wird iiber Magne- 
siumsulfat getrocknet, filtriert und zu einem 81 einge- 
dampft. Das 01 wird durch Auflosen in Aceton und Zusatz 
5 von Hexan bis zur Trubung kristallisiert . Das Produkt 
wird gesammelt und getrocknet, was 20 g Phenobarbital-N- 
propionsaure ergibt. 



10 Beispiel 8 

Bis- ( phenobarbi ta 1-N-propiony 1 ) -4 , 9-dioxa-l , 12 -dodecan- 
diamid 

15 Man lost 1,27 g Phenobarbital-N-propionsaure in 5 ml 

Dimethylformamid. Unter Riihren versetzt man tropfenweise 
bei Raumtemperatur mit 0,61 g in 5 ml Dimethylformamid 
gelostem Carbonyldiimidazol . Nach 30 Minuten tropft man 
0,40 ml 4,9-Dioxa-l,12-dodecandiamin in 5 ml Dimethyl- 
20 formamid zu. Dann riihrt man 2 Stunden lang bei Raumtem- 
peratur. Das Losungsmittel wird im Hochvakuum abgedamoft 
und der Ruckstand mit Hexan angerieben, was einen Fest- 
stoff liefert. Das so erhaltene RohDrodukt lost man in 
10 ml Chloroform/Methanol (9:1) und gibt es auf eine 
25 Kieselgelsaule. Die Saule wird mit Chloroform und danach 
mit Chloroform/Methanolgemischen im Bereich von 9:1 bis 
1:1 eluiert. Das mit 9:1-Gemisch eluierte Produkt ist 
gemaB Dunnschichtchromatographie (DC) einheitlich. Die 
Fraktionen werden vereinigt und zu einem {$1 eingedampf t . 
Trocknen im Vakuum liefert 0,65 g Bis- ( phenobarbi tal-N- 

propionyl) -4, 9-dioxa-l, 12-dodecandiamid als amorphen 
Feststof f . 



30 



35 Beispiel 9 



Trifluoracetyl-L- thyroxin 
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Man gibt 10 g L-Thyroxin-natriumsalz unter Riihren zu 
einem gekQhlten Gemisch aus 150 ml Esssigester und 40 ml 
Trif luoressigsSure. Die erhaltene L5sung versetzt man 
tropfenweise mit 10 ml Trif luoressisSureanhydrid . Nach 
5 beendeter Zugabe rfihrt man 2 Stunden lang bei 0-2 °C, 
gieBt dann in 200 ml eiskalte Kochsalzl6sung f verdiinnt 
das Gemisch mit 100 ml Essigester und trennt die Phasen. 

Die Essigesterphase wird mit 1-molarem Natriumbisulf at 
10 und dann mit gesattigter Kochsalzlosung gewaschen. Dann 
trocknet man die Losung uber Magnesiumsulf at f filtriert 
und engt auf ein kleines Volumen ein. Verdunnen mit 
Ether und danach mit niedrig siedendem Petrolether 
ergibt einen flockigen Niederschlag, der gesammelt und 
15 getrocknet wird, wobei man 8 r 2 g Produkt erhalt. In 

einer DC zeigt sich ein geringf ugiger zweiter Fleck von 
Thyroxin. Reinigung durch Kieselgelchromatographie in 
Chloroform/Methanol (9:1) ergibt 4,3 g Trif luoracetyl-L- 
thyroxin. 

20 

Beispiel 10 

Bis- (trif luoracetyl-L-thyroxyl)-4 r 9-dioxa-l r 12-dodecan- 
25 diamid 

Man lost l r 23 g Trif luoracetyl-L-thyroxin (Beispiel. 9) 
in 8 ml Tetrahydrofuran und kiihlt die Losung im Eis/ 
Acetonbad auf -2°C. Man setzt 0,16 ml N-Methylmorpholin 

30 und danach 0,18 ml Chlorameisensaureisobutylester zu. 
Nach 7 Minuten Ruhren wird eine Losung von 0,15 ml 
4,9-Dioxa-l f 12-dodecandiamin in 2 ml Tetrahydrofuran im 
Verlauf von 5 Minuten zugetropft. Man ruhrt. 30 Minuten 
lang bei 0°C und erwarmt dann auf Raumtemperatur . Zur 

35 Entfernung von Salzen wird das Reaktionsgemisch fil- 
triert, und das Filtrat wird zu einem 01 eingedampft. 
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Dieses lost man in Essigester wieder auf und wascht die 
Losung unit wassrigem 1-molaren Natr iumbisulf at und dann 
rnit 0,5-molarem Natriumchlorid . Die Essigesterlosuhg 
wird uber Magnesiumsulf at getrocknet, filtriert und zu 
5 einem 01 eingeengt. Das 01 kristallisiert man aus Essig- 
ester/Hexan f was 0,6 g Bis-(trif luoracetyl-L-thyroxyl)- 
4,9-dioxa-l,12-dodecandiamid in zwei Kristallisaten 
ergibt . 

10 

Beispiel 11 

Bis - ( L-thyroxyl ) -4 , 9-dioxa-l , 12-dodecandiamid-dihydro- 
chlorid 

15 

Man lost 0,34 g Bis-< trif luoracetyl-L-thyroxyl )-4 , 9- 
dioxadodecan-l,12-diamid (Beispiel 10) in 3 ml Methanol. 
Unter Ruhren versetzt man mit 1-molarer Natronlauge und 
lafit die Umsetzung 40 Stunden lang bei Raumtemperatur 

20 ablaufen. Dann verdunnt man mit 20 ml kalter 1-molarer 
Salzsaure, was eine feine Suspension des Produkts er- 
gibt. Man zentrifugiert die Suspension und lost den 
Niederschlag in Ethanol. Die Ethanollosung wird zu einem 
festen Rohproduktruckstand eingedampft. Das Produkt wird 

25 aus Methanol/Ether umkristallisiert , wobei man 0,18 q 
Bis- ( L-thyroxyl ) -4 , 9-dioxa-l f 12-dodecandiamid-dihydro- 
chlorid erhalt. 

30 Beispiel 12 

Bis-(N-succinyl~L-thyroxyl)-4,9-dioxa-l r 12-dodecandiamid 

Man tropft eine losung von 2 g Bernsteinsaureanhydrid in 
35 20 ml Pyridin in eine gekiihlte Losung von 2 g 4,9-Dioxa- 
l f 12-dodecandiamin in 20 ml Pyridin. Man laSt das Reak- 
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tionsgemisch 18 Stunden lang bei 4°C stehen urid dampft 
es dann zu einem festen Ruckstand ein. Dieser wird in 
30 ml Wasser gel8st und durch eine Saule mit 30 ml 
Dowex 50-Kationenaustauscher in der H + -Form geleitet. 
5 Dann wascht man die Saule mit 60 ml Wasser. Der Durch- 
lauf wird auf etwa das halbe Volumen eingeengt, was 
Bissuccinyl-4 ,9-dioxa-l,12-dodecandiamid als farblose 
Kristalle liefert, die gesammelt und getrocknet werden. 
Die Ausbeute betragt 2,18 g. 

10 

Das Zwischenprodukt lost man in 30 ml Dimethylf ormamid , 
zusammen mit 1,5 g N-Hydroxysuccinimid . Die Losung wird 
abgekiihlt und auf einmal mit 2,45 g Dicyclohexylcarbodi- 
imid in 15 ml Dimethylf ormamid versetzt. Nach 18 Stunden 

15 bei 4°C f iltriert man das Reaktionsgemisch und dampft 

das Filtrat zu einem 01 ein. Dieses wird aus Isopropanol 
und Ether kristallisiert , was 1,3 g Bis-succinimido-0,N- 
succinyl-4,9-dioxa-l,12-dodecandiamin als kristallines 
Produkt liefert. 0,3 g dieses aktiven Esters werden in 2 

20 ml Dime thy If ormamid gelost und tropfenweise zu einer 
Suspension von 0,89 g L-Thyroxin-Natriumsalz in 4 ml 
Dimethylf ormamid, das 0,11 ml N-Methylmorpholin enthalt, 
gegeben. Man ruhrt das Reaktionsgemisch 72 Stunden lang 
und dampft die erhaltene Losung zu einem {51 ein. Das 01 

25 wird mit einem Gemisch aus Essigester und 1-molarem 

Natriumbisulfat gewaschen, was einen Feststoff liefert, 
der durch Filtrieren gesammelt, mit Wasser und mit Metha- 
nol gewaschen und getrocknet wird, wobei man 0,22 g 
Bis-(N-succinyl-L-thyroxyl)-4 / 9-dioxa-l,12-dodecandiamid 

30 erhalt. 



Beispiel 13 
35 Bestimmung von Theophyllin 
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Als Dihapten wurde N f N "-Bis- ( theophyllin-8-butyrylamino- 
3-propyD-piperazin eingesetzt. 

Das Dihapten wurde in Dimethylsulf oxid in einer Konzen- 
5 tration von 1 mg/ml gelost und anschlieflend 1:51200 in 
destilliertem Wasser mit Zusatz von 4 g/100 ml Human- 
Serum-Albumin verdunnt. Das verdunnte Dihapten fungiert 
im Test als "Developer". 

Es wurde ein Latexreagenz durch Bindung von Antiserum 
10 gegen Theophyllin an Polystyrollatex hergestellt. Die 

Herstellung des Anti-Theophyllin-Latex-Reagenzes erfolg- 
te wie in EP 82110273.8 beschrieben. 

Zur Messung wurden in einer Kuvette 10 ul einer Theo- 
15 phyllin enthaltenden Probe, 1:100 verdunnt in einem 0,1 
xn Glycin-NaCl-Puffer pH 8,0, mit 10 pi der oben beschrie- 
benen Developer-Verdiinnung sowie mit 20 \il einer 4 f 6 ml/ 
100 ml Polyethylenglycol 6000 enthaltenden phosphatge- 
pufferten Kochsalzlosung und mit 10 \xl des oben beschrie- 
20 benen Anti-Theophyllin-Latex-Reagenzes gemischt. Die 

Mischung wurde 12 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieBend wurden weitere 200 \xl einer 4,6 ml/100 ml 
Polyethylenglycol 6000 enthaltenden phosphatgepuf f erten 
Kochsalzlosung hinzugegeben , gemischt und die Licht- 
25 streuung an einem Nephelometer gemessen. 

Mit unterschiedlichen Mengen des hinzugegebenen Theo- 
phyllins wurde eine Inhibitionskurve erstellt. Der 
MeBbereich erstreckt sich von etwa 1 bis 40 pg/ml Theo- 
30 phyllin. 

Zum Vergleich wurde eine Messung mit einem Apoferritin- 
Developer nach Stand der Technik durchgefuhrt . Das 
Apoferritin-Theophyllin-Derivat wurde von der Firma 
35 Kallestad bezogen (Chargennummer : R 1). Es wurde 1:1280 
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in wSBriger Human-Serum-Albumin-L5sung verdiinnt und in 
dieser Verdilnnung in Test als Developer eingesetzt. Der 
Ansatz zur Messung wurde wie zuvor beschrieben durchge- 
fiihrt, nit der Ausnahme, daS das Apof erritin-Theophyllin- 
Derivat an Stelle des Dihapten-Developers eingesetzt 
wurde. Die nit unterschiedlichen Mengen an hinzugegebenem 
Theophyllin erhaltene Inhibitionskurve zeigte eine ge- 
ringere Empf indlichkeit , das heiflt die untere Nachweis- 
grenze lag hoher als nach Beispiel 13. 



10 



15 



Beispiel 14 

Messung von Phenobarbital 

Als Dihapten wurde l,12-Bis-(phenobarbital-propionylami- 
no)-4,9-dioxa-dodecan eingesetzt. 

Das Dihapten wurde in Dimethylsulfoxid in einer Konzen- 
20 tration von 1 ng/ml gelost und anschlieBend 1: 40 000 in 
wSflriger 4 g/100 ml Human-Serum-Albumin-Losung verdiinnt. 
Das verdunnte Dihapten fungiert im Test als "Developer". 

Es wurde ein Latexreagenz durch Bindung von Antiserum 
25 gegen Phenobarbital an Polystyrollatex hergestellt. Die 
Herstellung des Anti-Phenobarbital-Latex Reagenzes 
erfolgte wie in EP 82110273.8 beschrieben. 



30 



Zur Messung wurden in einer Kuvette 20 vil einer Pheno- 
barbital enthaltenden Probe, 1:100 verdiinnt in einem 
0,1-molaren Glycin-NaCl-Puf f er , pH 8,0 r mit 20 \il der 
oben beschriebenen Developer -Verdflnnung sowie mit 40 ul 
einer 4,6 ml/100 ml Polyethylenglycol 6000 enthaltenden 
phosphatgepufferten Kochsalzlosung und mit 20 ul des 
35 oben beschriebenen Anti-Phenobarbital-Latex Reagenzes 
gemischt. Die Mischung wurde 25 min lang bei Raumtem- 
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peratur inkubiert. AnschlieSend wurden weitere 200 \il 
einer 4,6 ml/100 ml Polyethylenglycol 6000 enthaltenden 
phosphatgepufferten Kochsalzlosung hinzugegeben, ge- 
mischt und die Lichtstreuung an einem Nephelometer 
5 gemessen. Mit unterschiedlichen Mengen an hinzugegebenem 
Phenobarbital wurde eine Inhibitionskurve erstellt. Der 
Mefibereich erstreckt sich von etwa 2,5 bis 80 \xg/ml Phe- 
nobarbital . 

Zum Vergleich wurde eine Messung mit einem Apqferritin- 
10 Developer nach Stand der Technik durchgefuhrt . Das 

Apoferritin-Phenobarbital-Derivat wurde von der Firma 
Kallestad bezogen (Chargennummer 026-S1). Es wurde 1:750 
in waflriger Human-Serum-Albumin-Losung verdunnt und in 
dieser Verdunnung im Test als Developer eingesetzt. Der 
15 Ansatz zur Messung wurde wie zuvor beschrieben durchge- 
fuhrt. An Stelle des Dihapten-Developers wurde, das 
Apoferritin-Phenobarbital-Derivat eingesetzt. Mit unter- 
,-schiedlichen Mengen an hinzugegebenem Phenobarbital 
ergab sich eine sehr flache Inhibitionskurve, die aus 
20 diesem Grunde nicht fur eine gut reproduzierbare Bestim- 
mung verwendbar ist. 
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Patentanspriiche ; 

1. verbindung, die aus zwei uber ein bif unktionelles 
Briickenglied verbundenen Haptenkomponenten besteht, 
wodurch diese Verbindung der Formel I 

A-X-A I 

entspricht, worin A eine Haptenkomponente und X ein 
bifunktionelles Briickenglied der Formel II 

(B) m -Y-(CH 2 )n-Z-(CH2)n- Y -< B >in 11 

bedeuten, worin die Indices m unabhSngig voneinander 

0 Oder 1 sind, B (CH 2 ) n ' mit n ' als 9a nze Zahl von 1 
bis 4 Oder CO(CH 2 ) n - mit n" als ganze Zahl von 2 bis 
4, die Reste Y unabbangig voneinander CONH, NHCO, 
OOC, COO, O, S Oder NR, wobei R fur Wasserstoff oder 
einen aliphatischen Rest steht, n eine ganze Zahl von 

1 bis 10 und Z einen organischen Rest mit einem oder 
mehreren hydrophilen Atomen darstellen. 

2. Verbindung nach Anpruch 1, vorin R Wasserstoff oder 
ein aliphatischer Kohlenwasserstof f rest mit bis zu 10 
C-Atomen, vorzugsweise Alkyl mit bis zu 6 C-Atomen 
ist. 

3. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl Z -0-(CH 2 )4-0-, Piperaz-l,4-diyl oder 
-UH-(CH 2 ) 4 -NH- ist. 

4. Verbindung nach Anspruch l f dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Haptenkomponente Theophyllin ist. 



5. verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Haptenkomponente L-Thyroxin ist. 
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6. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die HaptenJcomponente Phenobarbital 1st. 

7. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 1 zur Affi- 
5 nitStsreinigung polyklonaler Antikdrpergemische . 

8. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 1 zur Hap- 
tenbestimmung mittels einer Trubungsmessung. 

10 9. Immunchemisches Haptenbestinunungsverfahren mittels 
Agglutinationshemmung f dadurch gekennzeichnet , dafl 
man ein mit einem Antikorper zu dem zu bestimmenden 
Hapten sensibilisiertes Teilchen, eine Verbindung 
nach Anspruch 1 sowie eine Flussigkeit, in welches 

15 das Hapten bestimmt werden soil, zusammenbringt , die 
durch das Hapten verursachte und von der Konzentra- 
tion des Haptens in der Flussigkeit abhSngige Turbi- 
ditatsverringerung mi fit und daraus die Konzentration 
des Haptens in der Flussigkeit bestimmt. 

20 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die den Antikorper tragenden Teilchen aus einem 
hochmolekularen Latex bestehen. 

25 11. Verfahren nach Anspruch 9 f dadurch gekennzeichnet, 
dafl der Antikorper kovalent an einen Latex gebunden 
ist . 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
30 dafl der Antikorper durch Immunisieren eines Tieres 
mit einem Kopplungsprodukt von Keyhole Limpet Hemo- 
cyanin und dem Hapten gewonnen wurde. 



13. Verfahren nach Anpsruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dafl trubungsphotometrisch gemessen wird. 



